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I problemi connessi con la sintesi del cole- 
sterolo, al quale da molti AA. viene ascritto 
un ruolo importante nella patogenesi della 
malattia ateromasica, sono da tempo oggetto 
di studio nella nostra Scuola. La_biosintesi 
del colesterolo é tutt’ora discussa, specie per 
quanto concerne la prima fase che, dipar- 
tendosi da unita bicarboniose, arriva a com- 
postia 5 o 6 atomi di carbonio (1, 2, 3, 4, 5, 6). 
Non si ritiene pitt che l’idrossi-valerianato ed 
il dimetilacrilato siano intermedi obbligati (4) 
nella scala sintetica del colesterolo e si é va- 
lorizzato invece il diidrossimetilvalerianato 
(mevalonato, 2, 3, 5, 6), che ha mostrato di 
essere il precursore largamente pit. efficace 
impiegando fettine di fegato. Si ¢ prospettata 
altresi la possibilita che il mevalonato rap- 
presenti un metabolita a latere della via prin- 
cipale, con questa in costante equilibrio di- 
namico. Le tappe successive della biosintesi 
colesterolica sono espresse dallo squalene e 
dal lanosterolo, dal quale origina il composto 
terminale. Questi orientamenti generici sem- 
brano dovere essere revisionati in base ad 
interessanti rilievi topografici che fanno in- 
travvedere aspetti metabolici diversi a se- 


conda dell’organo o tessuto sul quale si 
studia il fenomeno (7 - 16). Si é potuto di- 
mostrare infatti che il comportamento del 
fegato, dell’aorta, del surrene, del cervello 
er quanto riguarda la colesterolosintesi dal- 
e mevalonato marcati con non 
é equiparabile, specie di fronte a sollecita- 
zioni di vario genere. Mentre il fegato del 
ratto di 10 giorni di vita sintetizza mag- 
giormente il colesterolo dal mevalonato, il 
cervello sfrutta maggiormente l’acetato (16). 
Noi stessi abbiamo documentato che nei 
topi geneticamente distrofici (ceppo 129 del 
Jackson Laboratory di Bar Harbor) il me- 
valonato viene incorporato dal fegato maggior- 
mente dell’acetato, sia nel colesterolo che nei 
fosfolipidi; per converso la colesterolosintesi 
diminuisce da entrambi i precursori nel cer- 
vello, mentre la fosfatidosintesi aumenta, 
specie dall’acetato (13). Rilievi similari atti 
cioé a porre in evidenza discrepanze di com- 
portamento nella colesterolosintesi e fosfati- 
dosintesi dell’aorta, del surrene e del fegato, 
sono stati colti nei ratti trattati con antivi- 
tamine (6-aminonicotamide; 4-desossipiridos- 
sina), con elastasi o tenuti a dieta carente in 
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FPA. Per questo motivo abbiamo ritenuto 
utile estendere le nostre indagini, anche perché 
ad un particolare orientamento metabolico 
d’organo potra forse corrispondere un partico- 
lare tentativo d’influenzamento d’ordine tera- 
peutico. 

In questa sede riferiamo i risultati ottenuti 
nel ratto trattato con un antimetabolita del- 
l’acido pantotenico, l’omega-metilpantotenato. 
E ben nota l’importanza biologica dell’acido 
pantotenico, considerato una vitamina uni- 
versale in quanto presente sia nel regno vege- 
tale che animale. Attraverso due vie, ripor- 
tate nello schema che segue, si pud giungere 
dal pantotenato al CoA. 


cisteina 
I) pantotenato - 


ATP 


—— pantotenilcisteina 
ATP 


Smith e Mefferd (27) si sono occupati in 
particolare del metabolismo dell’acetato a. 
dioattivo nei ratti carenti in acido pantote. 
nico; questi AA. hanno seguito per due ore 
la biosintesi del colesterolo ed hanno trovato 
che é inizialmente alta l’utilizzazione del- 
l’acetato, ma dopo 90 minuti essa cade a 
valori inferiori a quelli dei controlli. Per 
quanto riguarda invece l’incorporazione della 
radioattivita negli acidi grassi, la punta mas- 
sima si rileva dopo 30’ sia sui controlli che nei 
ratti carenti, in questi ultimi in maggior 
quantita; dopo 60’ e go’, decresce l’incorpo- 
razione in modo tale che essa diventa pres- 
soché uguale nei controlli e nei carenti. £ 


-CO, 
panteteina — 


ATP 


—- 4 fosfopanteteina ———-- defosfoCoA ———— CoA (*) 


ATP 

2) pantotenato 
-CO, 

—— 4’fosfopanteteina 


ATP 


Ratti tenuti a dieta carente in acido pan- 
totenico incorporano una quantita minore di 
acetato nel colesterolo (20), mentre I’attivita 
specifica di questo colesterolo é pit: che doppia 
di quella dei controlli (21). Nei ratti deficienti 
in acido pantotenico, la concentrazione di co- 
lesterolo nel fegato (20-22) nel surrene (23, 24), 
nel rene (25) ma non nell’intestino (25), é¢ 
nettamente pili bassa che negli animali nor- 
mali. 

A conclusione di ricerche su animali ca- 
renti, Boyd (26) sostiene che il CoA é@ in 
correlazione intima con la sintesi colesterolica, 
ma non con la formazione degli esteri cole- 
sterolici o, per deduzione, con la sintesi di 

uegli acidi grassi che possono essere esteri- 
con il colesterolo. 


(*) Nei microrganismi, Brown e Snell, 17; nel fegato di 
ratto, Hoagland e Novelli, 18. (**)Ward e Coll., 19. 
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— 4 fosfopantotenato 


cisteina 
—+ 4’fosfopantotenilcisteina — 


ATP 


—+ defosfoCoA ———-— CoA (**) 


interessante rilevare che la maggiore incorpo- 
razione della radioattivita negli animali defi- 
cienti in acido pantotenico é a carico degli 
acidi grassi saturi. Alcuni AA. si sono gia 
occupati dello studio degli effetti dell’ omega- 
-metilpantotenato anche nell’uomo (28-32). 
I gravi sintomi che compaiono nell’uomo 
tenuto a dieta purificata e addizionata di 
omega-metilpantotenato non regrediscono con 
la semplice somministrazione di acido pan- 
totenico, ma richiedono Il’instaurazione di una 
dieta normale con supplemento orale ¢ paren- 
terale di vitamine. Alcuni dei sintomi evi- 
denziati richiamano Iipotesi d’una_insuff- 
cienza surrenalica, che richiede una terapia 
cortisonica. 

Secondo Bird e Coll. (33), nel ratto non 
sarebbe possibile provocare una carenza vita- 
minica con omega-metilpantotenato oO metil- 
pantetina, cid che appare in contrasto con 1 
rilievi di Drell e Dunn (34) su topi e ratti, 
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per quanto riguarda i rapporti tra panto- 
tenato ¢ metilpantotenato per il fabbisogno 
vitaminico di alcuni lattobacilli, con l’os- 
srvazione che I omega-metilpantotenato 
riduce nel ratto I’acetilazione della sulfani- 


lamide (35). 


CH; OH 

CH, CH, - CH, - 
CH; H 


acido pantotenico 


Da queste premesse abbiamo tratto motivo 
per sperimentare I'effetto dell’ omega-metil- 
pantotenato sulla sintesi colesterolica e fo- 
sfolipidica a partire da acetato me- 
valonato 2C,4. Sono stati trattati, per questo 
scopo, 12 ratti adulti del peso medio di 200 g, 
ceppo Sprague-Dawley, con 40 mg di omega- 
-metilpantotenato in acqua bidistillata, inocu- 
lati endoperitoneo per 7 giorni. Alla fine del 
trattamento gli animali venivano acrificati 
¢ si procedeva all’isolamento rapido del fegato, 
surrene, cervello, aorta, e, con la tecnica usuale 
in precedenza descritta (12), venivano alle- 
stite le varie esperienze in vitro, questa volta 
impiegando un apparecchio di Warburg, con 
2uc di acetato e 0,5 wc di mevalonato: la ra- 
dioattivita era determinata con un gas flow 
counter. 

I ratti venivano sacrificati a gruppi di 3, 
con altrettanti controlli. Lo poe diffe- 
renziale della colesterolosintesi, a partire dal- 
lacetato e dal mevalonato, non é stato eseguito 
sul surrene per lo scarso peso della ghiandola, 
esi é l'impiego del mevalonato. 
Per gli altri organi si é avuta cura di scegliere 
corrispondenti sezioni, in modo che la possi- 
bilitk di comparazione fosse massima. Sul 
fegato @ stato determinato anche il tasso 
del colesterolo, sfruttando la reazione di 
Liebermann-Burchard, e dei fosfolipidi, con 
dosaggio del fosforo secondo Fiske e Sub- 
barow. 


I risultati, riferiti all’attivita 


specifica, si 
possono cosi compendiare: 


1) Fegato 


a) aumenta il colesterolo radioattivo dal- 
l’'acetato e ancor pitt dal mevalonato; 


CH, OH 


HO ——_ C- CO- NH-= CH, - COOH 


CH; CH; 


acido metilpantotenico 


b) varia di poco la radioattivita specifica 
dei fosfolipidi dall’acetato e dal mevalonato, 
quest’ ultima in senso diminutivo; 


c) il tasso di colesterolo epatico diminuisce 
di poco, mentre i fosfolipidi calano in modo 
cospicuo. 


2) Aorta 


a) aumenta il colesterolo radioattivo dal- 
l’acetato e dal mevalonato, in grado alquanto 
diverso, con prevalenza di quello che si 
diparte dal mevalonato; 


b) variazioni della fosfatido-incorporazione 
dall’acetato e soprattutto dal mevalonato nel 
senso d'un modesto calo. 


3) Surrene 


a) netta diminuzione del colesterolo ra- 
dioattivo dal mevalonato; 


b) netto calo dell’incorporazione fosfa- 
tidica dal mevalonato. 


4) Cervello 


a) pid: netta diminuzione del colesterolo 
radioattivo dall’acetato che dal mevalonato; 


b) modesta variazione della fosfatido- 
-incorporazione dall’acetato e dal mevalonato, 
con tendenza all’incremento a partire dal 
mevalonato. 


— 
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ll grafico rappresenta le variazioni percentuali rispetto ai con- 
trolli normali (medic). In ogni singola colonna é indicata la varia- 
zione dall’acetato e dal mevalonato inscrivendo il valore minore in 
quello maggiore: a tratteggio la sintesi dall’acetato, in bianco quella 
dal mevalonato. Due colonne per ogni organo (fegato, aorta, sur- 
reni, cervello): la prima riguarda il colesterolo, la seconda i fosfa- 
tidi. I valori assoluti del colesterolo epatico hanno mostrato una di- 
minuzione media del 12,5 %, quelli del fosforo lipidico del 26,7 %. 


I dati ora riferiti consentono i seguenti 
rilievi: 

1) lomega-metilpantotenato _ interferisce 
significativamente sul metabolismo lipidico, 
e colesterolico in particolare, quantunque le 
prove siano state condotte in Warburg per 
go’. Le esperienze di Smith e Mefferd (27) in 
proposito potevano lasciar adito a dubbi; noi 
abbiamo preferito fermarci sulle nostre mo- 
dalita standard ottenendo ugualmente risul- 
tati paragonabili a quelli descritti dai prece- 
denti AA. con un tempo minore di incuba- 
zione; 
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2) esiste una certa simiglianza di effetto 
della dieta carente in acido pantotenico ¢ 
del trattamento con omega-metilpantotenato: 
questa simiglianza si rivela a comporta- 
mento dei valori assoluti del colesterolo epa- 
tico e in quello dell’attivita specifica del cole- 
sterolo; 


3) evidente per converso una disparit) 
di comportamento, specie per quanto riguarda 
l’incorporazione colesterolica, del fegato ¢ 
aorta da una parte, del surrene e cervello 


dall’altra; 


4) sono state rilevate nell’incorporazione 
colesterolica del C,, maggiori deviazioni dalla 
norma a partire dal mevalonato che dall’ace- 
tato impiegando fegato e aorta; il contrario 
si é verificato impiegando tessuto cerebrale. 
Il comportamento dell’incorporazione fosfo- 
lipidica @ nelle grandi linee rapportabile a 
quella colesterolica. 


La maggiore radioattivita specifica del cole- 
sterolo dal mevalonato con a e aorta ed 
il maggior calo dell’incorporazione radioat- 
tiva nel colesterolo dall’acetato con tessuto 
cerebrale, ove normalmente tale sostanza é 
pit’ utilizzata del mevalonato (16), fanno 
pensare che le nostre condizioni sperimentali 
esaltino il normale divario della radioattivita 
specifica del colesterolo a partire dai due 
precursori. 

Non sembra facile riportare tutti i nostri 
dati ad una sola variata attivita del CoA; 
altri fattori, direttamente o indirettamente, 
possono forse essere chiamati in causa. 

Questa ricerca ci pare sollevi problemi 
assai complessi e meritevoli di approfondi- 
mento perché lasciano intravvedere aspetti 
metabolici nuovi nella fisiopatologia del 
ricambio lipidico e colesterolico. 


RIASSUNTO 


E stato studiato l’effetto di un trattamento nel 
ratto con omega-metilpantotenato, antimetabolita 
dell’acido pantotenico, per quanto riguarda la capa- 
cita di incorporazione colesterolica e fosfolipidica in 
vitro a partire da acetato 1Cyq ¢ mevalonato 2Cy 
da parte del fegato, aorta, surreni e cervello. Fegato 
ed aorta incorporano maggiormente il colesterolo, 
specie a partire dal mevalonato; il contrario succede 
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con surrene dal mevalonato, e con cervello, specie 
dall’acetato. L’incorporazione fosfatidica tende pid 
spesso a diminuire, in grado vario; col cervello, a 
partire dal mevalonato, si avvera invece un certo 
incremento. Il colesterolo e il fosforo lipidico epatici 
sono parsi diminuiti in senso assoluto. Questi risul- 
tati vengono correlati con le attuali nozioni sull’effetto 
della carenza in acido pantotenico. 


RESUME 


Influence d’un antimétabolite de Tacide pantothénique, 
l’omega-méthyl-pantothénate, sur le métabolisme lipi- 
dique. 

On a étudié l’effet d’un traitement, chez le rat, 
ar l’omega-méthyl-pantothénate, antimétabolite de 

Facide pantothénique, pat rapport a la capacité d’in- 

corporation cholestérolique et phospholipidique in 

vitro 4 partir de l’acétate 1Cy4 et du mévalonate 2Cy,4, 
du foie, de l’aorte, des surrénales et du cerveau. Le 
foie et l’aorte incorporent davantage le cholestérol 
surtout 4 partir du mévalonate; l’effet contraire se 
produit avec les surrénales a partir du mévalonate, et 
avec le cerveau, spécialement a partir de l’acétate. 

L’incorporation phosphatidique tend le plus souvent 

4 diminuer d’une maniére variable; avec le cerveau, 

par contre, s’accomplit un certain accroissement a 
artir du mévalonate. Le cholestérol et le phosphore 

hépatiques ont incontestablement diminué. 

Ces résultats entrent en corrélation avec les notions 

actuelles sur l’effet de la carence en acide pantothé- 

nique. 
SUMMARY 


Some aspects of the influence of an antimetabolite of 
pantotenic acid, omega-methyl-pantotenate, on lipid 
metabolism. 


The effects of a treatment with omega-methyl- 
-pantotenate, an antimetabolite of pantotenic acid, 
on the capacity of the liver aorta, the adrenals and 
the brain to incorporate cholesterol and phospho- 
lipids from 1Cj4-acetate and 2Cy4-mevalonate were 
studied in vitro. The liver and the aorta incorporate 
higher quantities of cholesterol, especially from 
mevalonate; the opposite effect is shown by the 
adrenals from mevalonate and by the brain, especially 
from acetate. The incorporation of phospholipids 
shows more often a decrease of varying degree; on 
the other hand, with brain a certain increase can be 
shown from mevalonate. Absolute values of liver 
cholesterol and lipid phosphorus seem to decrease. 
The relations of these results with what is known 
about the effects of pantotenic acid deficiency are 
discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Sonderheiten der Einwirkung eines Antimetaboliten der 
Pantothensdure, des omega-Methylpantothenaten, auf 
den Fettstoffwechsel. 
Es wurde bei der Ratte die Wirkung ciner Behand- 
lung mit omega-Methylpantothenat, einem Anti- 
metabolit der Pantothensaure, mit besonderem Bezug 


auf das cholesterolische und phospholipidische Auf- 
fassungsvermégen in vitro, ausgehend vom Acetat 
1Cyq und Mevalonat 2Cj4, von Seite der Leber, 
Aorta, Nebenniere und Gehirn studiert. Leber und 
Aorta fassen besonders das Cholesterol auf, beson- 
ders vom Mevalonat aus; das Gegenteil geschieht 
mit der Nebenniere aus dem Mevalonat und mit dem 
Gehirn, besonders aus Acetat. Die phosphatidische 
Aufnahme neigt dfter in verschiedenem Ausmasse 
zu einer Herabsetzung; mit dem Gehirn, dagegen, 
ausgehend vom Mevalonat, wird eine gewisse 
Zunahme festgestellt. Cholesterol und Lipidpho- 
sphor schienen absolut in der Leber herabgesetzt zu 
sein. Diese Resultate werden mit den heutigen Kennt- 
nissen iiber die Wirkung des Pantothensdiureman- 
gels in Beziehung gebracht. 


RESUMEN 


Aspectos de la influencia de un antimetabolito del dcido 
pantoténico, el omega-metilpantotenato, sobre el meta- 
bolismo de los lipidos. 

Se ha estudiado el efecto de un tratamiento en la 
rata con omega-metilpantotenato, antimetabolito del 
acido-pantoténico, por lo que respecta a la capacidad 
de incorporacién de colesterol y de fosfolipidos in 
vitro a partir del acetato 1Cyq y mevalonato 2Cj4 de 
parte del higado, aorta, suprarrenales y cerebro. Hi- 
gado y aorta incorporan mayormente el colesterol, 
en particular a partir del mevalonato, lo opuesto acon- 
tece con suprarrenal a partir del mevalonato y con 
cerebro, especialmente a partir del acetato. La incor- 
poracién fosfatidica mas a menudo tiende a dismi- 
nuir en diverso grado, en cambio, con el cerebro, a 
partir del mevalonato, se verifica algun incremento. 
El colesterol y el fosforo de los lipidos epaticos, apa- 
recieron disminuidos en sentido absoluto. Se corre- 
lacionan estos resultados con los actuales conoci- 
mientos sobre el efecto de la carencia de acido panto- 
ténico. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. L. Villa) 


Sui rapporti tra tenore in composti glicoproteici 
e potere di legame per la vitamina Bj, del fegato 
e del rene del ratto 


E. BONOMO - N. COVA - C. CREMONCINI - S. DEL PRETE 


E noto che la vitamina By, presente nel- 
lorganismo si trova nella maggior parte 
combinata ad un supporto proteico ed in 
piccola parte come frazione libera. 

A quest’ultima non sembra doversi attri- 
buire un particolare significato biologico, come 
dimostrato dal fatto che |’introduzione 
parenterale di vitamina B,, provoca un rapido 
e fugace aumento nel siero della concentra- 
zione di vitamina By, libera cui segue, nello 
spazio di poche ore, l’eliminazione per via 
urinaria della maggior parte della vitamina 
iniettata (1, 2). 

Il significato di frazione biologicamente 
attiva sarebbe invece da attribuirsi alla vita- 
mina By, legata alle proteine. Numerose 
ticerche sono state appunto svolte nell’intento 
di stabilire quali tipi di proteine siano atte 
ad esercitare un’attivita di legame per la 
vitamina Byo. 

Per quanto riguarda il siero, tale proprieta 
viene riconosciuta fondamentalmente alle alfa,- 
e alfa,-globuline per fisiologiche concentra- 
zioni di vitamina By,» nel siero: la capacita 
di legame di tali frazioni é perd facilmente 
saturabile per cui, per pit alti livelli di ciano- 
cobalaminemia, comincerebbero a legare la 
vitamina By, altre specie proteiche del siero 
(albumina, beta~- gamma-globuline) che 
non sembrano dotate di una specifica attivita 
legante la vitamina By, (2, 3, 4, 5, 6, 7): 

Un potere di legame per la vitamina B,, 
viene anche riconosciuto a frazioni proteiche 
particolari della saliva e del succo gastrico 
(8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15), tra le quali un 
significato biologico particolare viene con- 


cordemente riconosciuto alla mucoproteina 
ghiandolare del succo gastrico (16). 

Per quanto riguarda la natura dei protidi 
specificamente leganti la vitamina By», é da 
segnalare che essi sembrano appartenere tutti 
al gruppo dei glicoprotidi; questo dato di 
fatto ci ha pertanto indotti a studiare in pa- 
rallelo, nel fegato e nel rene del ratto, il 
tenore in vitamina B,, e in glicoprotidi to- 
tali: tale studio é@ stato condotto sia in condi- 
zioni basali, sia dopo carico per via parente- 
rale con vitamina Bj». 


MATERIALE E METODI 


Le nostre ricerche sono state condotte su 
16 ratti albini del peso medio di g 200. Otto 
animali sono serviti quali controlli in condi- 
zioni di base; altri 8 sono stati sottoposti al 
trattamento per via sottocutanea con una 
dose unica di vitamina By, (y $) ¢ sacrificati a 
§ giorni di distanza dal carico. 

Subito dopo il sacrificio sono stati allestiti 
gli omogenati di fegato e di rene (mg 100 
di tessuto fresco/ml 1,0 di soluzione fisio- 
logica): una parte di tali omogenati é stata 
usata per il dosaggio della vitamina By, e dei 
glicoprotidi nel tessuto fresco in toto; la 
restante parte é stata sottoposta a centrifuga- 
zione (15.000 R.P.M. per 60’) e sul sovrastante 
(frazione idrosolubile del tessuto) sono stati 
eseguiti gli stessi dosaggi. 

II dosaggio della vitamina B,, é stato effet- 
tuato con tecnica microbiologica (Lactoba- 
cillus leichmanii, 17, 18, 19): i dati sono stati 
espressi convenzionalmente in 14g/ml di omo- 
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genato totale (= mg 100 di tessuto fresco) 
ein ug/ml di sovrastante (= frazione idro- 
solubile da mg 100 di tessuto fresco). 

I glicoprotidi totali sono stati dosati facendo 
ricorso alla determinazione del contenuto 
esosaminico con il metodo di Boas (20): i 
dati sono stati espressi in y di esosamina per 
ml di omogenato totale (= mg 100 di tessuto 
fresco) e per ml di sovrastante (= frazione 
idrosolubile da mg 100 di tessuto fresco). 


RISULTATI 


Nella tabella abbiamo raccolto, accanto ai 
dati relativi alle concentrazioni medie di vi- 
tamina B,, e di esosamina/ml di omoge- 
nato totale e di frazione idrosolubile, i va- 
lori del rapporto: concentrazione di vitamina 
1000/concentrazione di esosamina. 

Dai dati esposti in tabella emergono le 
seguenti osservazioni di rilievo: 

1) il tenore esosaminico del rene é net- 
tamente pit elevato rispetto a quello del 
fegato. La frazione .idrosolubile di quest’ ul- 
timo sembra contenere la maggior parte 
dell’esosamina totale: per quanto concerne 
il rene, l’esosamina della frazione idrosolubile 
rappresenta il 50% del totale. Il carico con 
vitamina By, non induce modificazioni di 
sorta nel tenore esosaminico degli organi 
studiati; 


2) in condizioni di base, il rene dimostra 


un tenore in vitamina By, pit elevato rispetto 
a quello del fegato; in ambedue gli organi 


la frazione idrosolubile veicola buona parte 
della vitamina By» (42% per il fegato e 69% 
per il rene). A cinque giorni di distanza dal 
carico per via parenterale con vitamina B,, 
si Osserva un marcato incremento del tenore 
in vitamina B,, in ambedue gli organi: tale 
aumento, in valori assoluti, appare partico- 
larmente evidente per il rene. La percentuale 
di vitamina B,, presente nella quota idro- 
solubile é aumentata, dopo il carico, nel fe- 
gato (dal 42% al 67% del totale) mentre 
risulta invariata per il rene; 

3) in condizioni di base il rapporto vita- 
mina B,,/esosamina che per il rene (in toto 
e quota idrosolubile) e per l’omogenato totale 
del fegato @ su valori pressoché costanti, 
appare nettamente pit basso per la quota 
idrosolubile del fegato in relazione con Yale 
vato tenore esosaminico di questa frazione. 
Dopo il carico con vitamina By, il rapporto 
dimostra in ogni caso un marcato aumento. 


DISCUSSIONE 


I dati da noi ottenuti sul tenore esosaminico 
totale del rene del ratto concordano soddisfa- 
centemente con quanto in proposito é riferito 
dalla letteratura (20, 21, 22, 23): per quanto 
concerne il tenore esosaminico totale del fegato, 
abbiamo ottenuto valori concordanti con quelli 
riferiti da Boas (20), mentre altri Autori (21, 
22, 23) hanno riportato valori pit alti. A tale 
proposito ¢ da segnalare che il dosaggio del- 
lesosamina del fegato @ soggetto a gravi 


Valori medi del tenore tissutale (totale e della frazione idrosolubile) in vitamina By» 
ed in esosamina e del rapporto vitamina B,9/esosamina negli organi di ratti in condizioni di base 
e dopo carico con y § di vitamina Byg per via parenterale. 


| 

Omogenato totale | Quota idrosolubile 

Vitamina B | Vitamina | 

Tessuto Vitamina B;> Esosamina 12 | Vitamina | % 1000 

(upg/ml) (y/ml) (upg/ml) (y/ml) | | 

| | 

Fegato, prima del carico ........ 26 | 59 0.45 II $0 | 0.22 

| | | | 

Fegato, dopo il carico ........... | 75 51 1.40 | 50 | 40 1.28 | 

} 

Rene, prima del carico .......... 86 | 165 0.§2 | 60 88 0.66 
Rene, dopo il carico ............ 170 163 1.04 107 | 7 1.34 
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errori in eccesso quando non si faccia ricorso, 
secondo il rset 2 di Boas da noi seguito, 
all’allontanamento dei cromogeni interferenti 
mediante trattamento dell’idrolizzato acido 
con resine a scambio ionico. 

Dalla letteratura in nostro possesso non 
risultano dati sul tenore esosaminico delle 
frazioni idrosolubili tissutali; in questa sede 
dobbiamo tuttavia segnalare che, a nostro 
avviso, i dati da noi ottenuti per le esosamine 
delle frazioni idrosolubili del fegato sono 
probabilmente troppo elevati e cid verosimil- 
mente in relazione con |’alta concentrazione 
in questa frazione di sostanze capaci di pro- 
durre cromogeni interferenti a corso del- 
lidrolisi (glicogeno), per cui anche il tratta- 
mento con le resine a scambio non ne 
permette la completa eliminazione. 

Dai nostri dati risulta che, nel ratto, il rene 
in condizioni di base contiene pit vitamina 
del fegato: questo dato, conforme a quanto é 
riportato dalla letteratura (27, 28, 29, 30, 31, 
32), concorda con le nozioni acquisite sul 
ruolo del rene nel metabolismo della cianoco- 
balamina nel ratto. In questo animale infatti 
il rene fissa la maggior parte della vitamina B,, 
introdotta per via parenterale (30): un tale 
comportamento é nettamente diverso da quello 
delle altre specie finora esaminate (topo, cavia, 
criceto, uomo), che assumono invece nel fegato 
la maggior parte della vitamina Bj». 

Che la fissazione della vitamina marcata 
nel rene del ratto dipenda o sia in rapporto 
con l’eventuale escrezione di essa, pud essere 
escluso per due motivi: 1) nel ratto si ha una 
escrezione preferenziale per via intestinale 
della vitamina somministrata per via 
parenterale; 2) la concentrazione della vi- 
tamina By, nel rene del ratto resta a lungo 
elevata dopo il carico, mentre |’eliminazione 
urinaria scende a valori bassissimi in un paio 
di giorni dall’iniezione (28). 

da segnalare inoltre che la vitamina By, 
marcata resta stabilmente fissata nel rene di 
tatto (90 e pid giorni dopo la somministra- 
zione), anche se l’animale viene successiva- 
mente caricato con cianocobalamina normale 
(29); ricordiamo infine che, sempre nel ratto, 
mentre nel fegato, pancreas e milza dopo 


una decina di giorni la radioattivita impu- 
tabile alla vitamina B,, marcata é scesa a 
livelli costanti, nel rene l’equilibrio viene 
raggiunto solo verso il trentesimo giorno 
dopo il carico (28). 

Lo studio delle frazioni idrosolubili sembra 
rivestire un particolare interesse al fine di 
chiarire se, nei tessuti, la vitamina B,, con- 
tragga legami con composti glicoproteici, in 
analogia con quanto si osserva nel siero di 
sangue e nel succo gastrico. Osservazioni di 
altri Autori (24) e nostre (25) sulla distribu- 
zione della vitamina B,, nelle frazioni sub- 
cellulari del fegato di ratto hanno permesso 
di stabilire che un’elevata percentuale di vita- 
mina By, si ritrova nel supernatante dell’omo- 
genato totale; questi dati trovano piena con- 
ferma in quanto abbiamo potuto osservare 
nel corso delle presenti ricerche. Questo dato, 
se rapportato all’elevato tenore in esosamina 
della quota idrosolubile e a quanto é ben noto 
sulla spiccata idrosolubilita di buona parte dei 
glicoprotidi, ci induce a ritenere come molto 
probabile che anche negli organi i protidi 
deputati alla fissazione specifica della vitamina 
B,. siano di natura glicoprotidica. 

Il dosaggio della vitamina B,, nei tessuti 
dopo carico é stato da noi effettuato a 5 giorni 
di distanza dalla somministrazione per via 
sottocutanea della vitamina: in tal modo, data 
la rapida eliminazione dell’eccesso di vitamina, 
ci siamo messi in condizione di studiare con 
certezza negli organi esclusivamente il tenore 
in vitamina B,, legata. 

Come era prevedibile, dopo il carico ab- 
biamo osservato un cospicuo aumento della 
vitamina B,, tissutale: anche in queste con- 
dizioni il rene ha dimostrato, rispetto al fegato, 
una maggiore capacita a fissare la cianocoba- 
lamina. A questo proposito una particolare 
considerazione meritano i nostri dati, in con- 
dizioni di base e dopo carico, sul rapporto 
percentuale tra la vitamina By, totale del 
fegato e del rene e quella dosabile nella fra- 
zione idrosolubile; mentre infatti il carico 
non modifica nel rene tale rapporto, per quanto 
concerne il fegato la percentuale di vitamina 
B,, nella frazione idrosolubile aumenta sen- 
sibilmente dopo il carico. 


Non si pu dare una spiegazione univoca 
di tale fenomeno, ma si possono prospettare 
in proposito alcune ipotesi: in primo luogo, 
poiché la concentrazione in glicoprotidi non 
varia sotto carico vitaminico, si pud pensare 
che nel fegato vi sia fisiologicamente una 
saturazione incompleta della quota glicopro- 
teica idrosolubile, che rimane cosi disponibile 
per fissare, elettivamente, ulteriori quantita 
di vitamina B,,; in secondo luogo pud darsi 
che una parte della vitamina B,, dosata nella 
frazione idrosolubile del fegato sia in realta 
in forma libera, in considerazione del fatto 
che nel tessuto epatico il complesso vitamina 
B,. = substrato proteico sarebbe molto labile, 
liberandosi cosi la vitamina con estrema faci- 
lita (26). Si potrebbe infine ammettere che, 
in particolari condizioni di carico vitaminico, 
il fegato dimostri, rispetto al rene, una sua 
propria particolare modalita di legame per 
la vitamina 


RIASSUNTO 


Gli AA. hanno determinato, in condizione di base 
e dopo carico con vitamina Bg per via parenterale, 
il contenuto in glicoprotidi ed in vitamina By del 
fegato e del rene di ratto: i dosaggi sono stati eseguiti 
sia sugli organi in toto, che sulla loro quota idroso- 
lubile. Da tali ricerche sono emersi i seguenti risultati : 
1) nel rene del ratto é@ rilevabile, rispetto al fegato, 
un tenore pit elevato in glicoprotidi ed in vitamina 
Byo; 2) nella quota idrosolubile di ambedue gli 
organi é contenuta la maggior parte dei glicopro- 
tidi e della vitamina By9; 3) il carico con vitamina 
By induce nel rene un aumento del tenore vita- 
minico superiore a quello rilevabile nel fegato. Gli 
AA. esaminano le particolari modalita di fissazione 
della vitamina By nel ratto e, in base ai risultati 
delle loro ricerche, .confermano che in questo ani- 
male il rene é l’organo principalmente devoluto a 
tale attivita. In base a quanto emerso con il dosaggio 
in parallelo dei glicoprotidi e della vitamina By 
nei tessuti, prospettano l’ipotesi che nei tessuti, come 
nel siero di sangue e nel succo gastrico, la vita- 
mina Bye si leghi specificamente a protidi di natura 
glicoproteica. 


RESUME 
Sur les rapports entre la teneur en composés glycopro- 
téiques et le pouvoir de liaison en fonction de la vita- 
mine By du foie et du rein de rat. 
Les auteurs ont défini, dans des conditions nor- 
males, et aprés administration de vitamine By par 


voie parentérale, la teneur en glycoprotides et en 
vitamine By» dans le foie et le rein de rat: les dosages 
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ont porté a la fois sur les organes dans leur totalité 
et sur la partie hydrosoluble de ceux-ci. Ces recher- 
ches ont fait apparaitre les résultats suivants: 1) Dans 
le rein du rat, on a relevé une plus forte teneur en 
glycoprotides et en vitamine Byo, par rapport 3 
celle relevée dans le foie. 2) La majeure partie de 
glycoprotides et de vitamine By réside dans les 
portions hydrosolubles des deux organes. 3) La dose 
de vitamine Byg provoque, dans le rein, une aug- 
mentation de la teneur vitaminique supérieure 4 
celle constatée dans le foie. Les auteurs ont examiné 
les conditions particuliéres de fixation de la vita- 
mine By chez le rat, et d’aprés les résultats de leurs 
recherches, ils confirment que chez cet animal, le 
rein est par excellence l’organe dévolu a une telle 
activité. Aprés les essais effectués 2u moyen d’un 
dosage paralléle de glycoprotides et de vitamine By, 
dans les tissus, les auteurs émettent l’hypothése que 
dans les tissus, comme dans le sérum sanguin et 
dans le suc gastrique, la vitamine Byg s’allie spécifi- 
quement aux protides de nature glycoprotéique. 


SUMMARY 


On the relationship between the content in glycoprotein 
compounds and the vitamin Byg binding power of rat 
liver and kidney. 


The glycoprotein and vitamin By contents of 
liver and kidney were determined in the rat in basal 
conditions and following administration of high 
doses of vitamin By by parenteral route; the esti- 
mations were carried out both on whole organs and 
on their water-soluble fractions. The results of the 
investigation can be summarized as follows: 1) the 
kidney of the rat shows higher glycoprotein and 
vitamin By, contents than the liver; 2) glycoproteins 
and vitamin By, are mostly contained in the water- 
soluble fraction of both organs; 3) administration of 
high doses of vitamin By, is followed in the kidney 
by an increase of the vitamin content which is higher 
than in the liver. The vitamin By, binding pattern 
of the rat is considered and on the basis of the results 
obtained in this investigation it is confirmed that 
in this animal the kidney is the major site of such 
activity. The results obtained through parallel 
estimations of glycoproteins and vitamin By, in the 
tissues, are in accordance with the hypothesis that 
in tissues, as in blood serum and gastric juice, vita- 
min Bjp is specifically bound to glycoproteins. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die Beziehungen zwischen dem Gehalt an Glyko- 
proteinkérper und Vitamin Byo-Bindungsvermégen der 
Rattenleber und Rattenniere. 

Die Verfasser haben den Gehalt an Glykoprotiden 
und Vitamin By in der Rattenleber und Rattenniere, 
unter Grundbedingungen und nach einer ore 
miindlich verabreichten Vitamins Byg festgestellt: 
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die Bestimmungen wurden sowohl an den Organen 
«in toto», als auch an ihren wasserléslichen Anteilen 
durchgefiihrt. Aus diesen Untersuchungen haben 
sich folgende Resultate ergeben: 1.) In der Rattenniere 
ist, mit Bezug auf die Leber, ein héherer Gehalt an 
Glykoprotiden und Vitamin By  bemerkbar. 2.) In 
dem wasserléslichen Anteil beider Organe ist der 
Grossteil der Glykoprotide und des Vitamins By 
enthalten. 3.) Die Charge mit Vitamin By, bewirkt 
in den Nieren eine stirkere Zunahme des Vitamin- 
gehaltes, als dies in der Leber der Fall ist. Die Ver- 
fasser iiberpriifen die besonderen Bindungswege 
des Vitamins Byy bei der Ratte, und, auf Grund der 
eigenen Untersuchungen, bestatigen sie, dass, bei 
diesem Tier, die Niere das Organ darstellt, welches 
vorwiegend an dieser Tatigkeit beteiligt ist. Auf 
Grund der aus den Paralelldosierungen fiir Glyko- 
protide und Vitamin By». gezogenen Schlussfolgerun- 
gen, stellen die Verfasser die Hypothese auf, dass 
Vitamin Byg auch in den Geweben, wie im Blutserum 
und im Magensaft, sich spezifischerweise an Protide 
glykoproteischer Natur bindet. 


RESUMEN 


Referente a las relaciones existentes entre cantidad de 
compuestos glicoproteicos y poder de enlace del higado 
y del rifién por lo que se refiere a la vitamina Byp. 


Los Autores han determinado, en condicién de 
base y después de administracién de vitamina By» 
por via parenteral, el contenido en glicoprétidos y 
en vitamina Byy del higado y del rifién de rata: las 
dosificaciones han sido efectuadas tanto sobre los 
organos « in toto » como sobre su cuota hidrosoluble. 
Dichas investigaciones dieron los siguientes resul- 
tados: 1) En el rifién de la rata puede observarse, 
respecto al higado, una cantidad mas elevada de 
glicoprétidos y de vitamina By». 2) La cuota hidro- 
soluble de ambos érganos contiene la mayor parte 
de los glicoprétidos y de la vitamina By9. 3) La carga 
con vitamina By produce en el rifién un aumento 
del contenido vitaminico superior al que puede 
observarse en el higado. Los Autores examinan las 
peculiares modalidades de fijacién de la vitamina By» 
en la rata y, sobre la base de los resultados de sus 
investigaciones, confirman que en este animal el 
rifién es el organo mas propenso a dicha actividad. 
Sobre la base de los resultados conseguidos con la 
dosificacién en paralelo de los glicoprétidos y de 
la vitamina Byg en los tejidos, formulan la hipotesis 
de que en los tejidos, lo mismo que en el suero 
sanguineo y en el jugo gistrico, la vitamina By 
se ligue especificadamente con protidos de naturaleza 
glicoproteica. 
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ISTITUTO DI CLINICA PEDIATRICA DELL’UNIVERSITA DI FERRARA 
(Direttore: Prof. E. Schwarz-Tiene) 


Modificazioni indotte dal cortisone e dall’acido orotico 
sul quadro istologico e sui processi di coniugazione 
della bilirubina nell’epatite virale del topo 


P. CAREDDU - T. APOLLONIO - N. CABASSA 


In base a una ormai estesa sperimentazione 
clinica, la maggior parte degli Autori é 
concorde nell’ammettere l’efficacia della te- 
rapia con corticoidi ed ACTH nell’epatite 
virale. 

Le modificazioni pit importanti indotte 
da tale trattamento riguardano il migliora- 
mento dello stato generale, la pit rapida re- 
gressione dell’ittero, la normalizzazione delle 
rove di labilita colloidale e del tasso protrom- 
Binico, la regressione dei fenomeni infiam- 
matori e degenerativi a carico del fegato, 
dimostrabile con biopsie seriate. 

Il meccanismo d’azione della terapia ste- 
roidea nell’epatite virale indubbiamente 
assai complesso; attualmente si ritiene che 
ACTH e cortisone determinino principalmente 
una riduzione della flogosi e dell’edema peri- 
dutturale intraepatico e delle alterazioni a 
tipo degenerativo e necrotico degli epato- 
citi (1). 

Interesse particolare, da questo punto di vista, 
hanno le osservazioni di De Ritis e Coll. (2) 
e di Picchio e Benda (3) i quali hanno osser- 
vato nell’epatite virale, nel corso del tratta- 
mento con prednisone, una rapida riduzione 
nel plasma del tasso di quegli enzimi (transa- 
minasi, fosfoglicomutasi, ecc.) che vi sono pre- 
senti in quantita aumentata in conseguenza 
della necrosi epatocellulare. 

Un problema tuttora assai discusso é quello 
riguardante le pronte modificazioni indotte 
dal trattamento steroideo sulla bilirubinemia, 
modificazioni che alcuni Autori vorrebbero 


riferire principalmente alla rimozione della 
colostasi intraepatica per scomparsa dell’edema 
e degli infiltrati, che comprimono le vie bi- 
liari intraepatiche; altri invece riferiscono ad 
un miglioramento della lesione epatonecro- 
tica; altri infine ad inibizione della bilige- 
nesi (1). 

D’altra parte si pud ammettere che la pato- 
genesi dell’epatite virale sia com- 
plessa e ad essa, come é stato dimostrato dalle 
ricerche di Bollmann e Coll. nell’epatite 
umana (4) e da quelle di Careddu e Coll. 
nell’epatite murina (s), partecipi una ridu- 
zione dei processi di coniugazione epatica 
della bilirubina. 

Non é quindi improbabile che ACTH e 
cortisone modifichino la bilirubinemia anche 
attraverso un’azione di stimolo sui processi 
enzimatici di coniugazione di questa sostanza, 
azione dimostrata per il cortisone da ricerche 
di Ferrari e Coll. (6) e per ! ACTH da Careddu 
e Coll. (7). 

La presente ricerca é stata condotta per 
osservare se fosse possibile influenzare favore- 
volmente con il trattamento cortisonico i 
processi di coniugazione della bilirubina, 
alterati nell’epatite virale del topo. 

L’acido orotico, importante precursore della 
sintesi del nucleo pirimidinico — che partecipa 
alla sintesi dei composti UDPG e UDPGA, 
essenziali per i processi di coniugazione della 
bilirubina (8) — é stato impiegato recente- 
mente con successo nella terapia di alcune 
epatopatie dell’uomo (9). 
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Ci é parso interessante studiare se questa 
sostanza possa influenzare favorevolmente la 
sintesi enzimatica dei glicuronidi della biliru- 
bina, compromessa nell’epatite del topo da 
virus MHV. 


PARTE SPERIMENTALE 


Sono stati impiegati topi albini adulti, del 
peso di circa 20 g, del ceppo Morini. 

Abbiamo preferito impiegare topi adulti 
anziché topi dell’eta di 3-4 settimane (come 
viene generalmente consigliato per l’inocula- 
zione del virus), onde ottenere una pit lunga 
sopravvivenza degli animali, dovuta eviden- 
temente alla maggiore resistenza dei topi 
adulti al virus. 

Il virus MHV di Gledhill, cortesemente 
fornitoci dal Prof. De Ritis dell’Istituto di 
Malattie Infettive dell’Universita di Napoli, 
veniva inoculato per via endoperitoneale in 
dose pari a L5o. 

Successivamente i topi venivano divisi in 
tre gruppi, uno dei quali veniva trattato con 
cortisone (Cortone Merck) per via sottocuta- 
nea alla dose di 0,1 mg/roo g di peso pro die; 
un secondo gruppo veniva trattato con orotato 
di K (sospeso in soluzione fisiologica) che 
veniva somministrato giornalmente alla dose 
di 10 mg/10o g di peso; un terzo gruppo ser- 
viva come controllo (topi inoculati con solo 
virus). 

Gli animali venivano sacrificati a distanza 
di 3 e 5 giorni dalla inoculazione del virus e 
la coniugazione della bilirubina veniva stu- 
diata in vitro negli omogenati allestiti con 
apparecchio di Potter-Elvehjem da pool di 
almeno 3 fegati di animali diversi, con il me- 
todo di Grodsky e Carbone (10). 

Contemporaneamente si allestivano con le 
comuni tecniche preparati istologici del fegato 
dei topi trattati. 


RISULTATI E DISCUSSIONE 


I risultati delle determinazioni della coniu- 
gazione in vitro della bilirubina sono riportati 
nel grafico e nella tabella e dimostrano che: 

1) l'attivita enzimatica di coniugazione 
della bilirubina @ notevolmente ridotta gia 
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nelle prime fasi della epatite virale del topo, 
fino a raggiungere valori molto inferiori alla 
norma in 5* giornata dall’inoculazione del 
virus; 

2) il trattamento con cortisone modifica 
favorevolmente la lesione biochimica, ripor- 
tando i valori di coniugazione della bilicubina 
verso la norma; 


3) Pacido orotico si dimostra anch’esso 
efficace, anche se la sua azione ¢ meno evidente 
di quella del cortisone, soprattutto nelle fasi 
pitt avanzate dell’esperimento. 


Dal punto di vista istologico si possono 
evidenziare differenze piuttosto spiccate tra 
animali trattati e non trattati. 

Nei topi inoculati con solo virus si osserva 
infatti un’estesa e grave degenerazione tor- 
bida e vacuolare; solo di rado, ed isolatamente, 
compaiono modeste espressioni di rigenera- 
zione cellulare, dominate da figure carioci- 
netiche pil o meno atipiche; prevalgono, in 
tutti gli animali, diffusi fatti necrotici degli 
epatociti, con sovvertimento completo della 
normale struttura epatica (figg. 1 € 2). 

Nei topi trattati con cortisone, i reperti di 
necrosi sono quasi completamente assenti e 
meno diffusi sono quelli di degenerazione tor- 
bida e vacuolare-idropica degli epatociti 
(figg. 3 € 4). 

Anche negli animali trattati con acido 
orotico si dimostra una notevole protezione 
nei confronti delle pit gravi alterazioni dege- 
nerative cellulari (figg. 5 e 6). 

I nostri risultati sull’andamento dei processi 
di coniugazione della bilirubina nell’epatite 
virale del topo, che confermano quelli di 
Bollmann e Coll. nell’epatite umana, dimo- 
strano come |’aumento della bilirubina libera 
non coniugata o solo parzialmente coniugata 
nelle epatiti virali sia riferibile ad un deficit dei 
processi di glicuroconiugazione epatica. 

La riduzione di questi processi pud dipen- 
dere, oltre che dalle modificazioni biochi- 
miche che caratterizzano la fase di moltiplica- 
zione intracellulare del virus, anche dall’esau- 
rimento delle riserve energetiche conseguente 
allo stabilirsi del grave ed esteso danno cel- 
lulare (7). 


CONIUGAZIONE BILIRUBINA IN OMOGENATI DI FEGATO DI TOPI CON EPATITE DA VIRUS MHV 
TRATTATI CON CORTISONE E K OROTATO 
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Il miglioramento dell’attivita di glicuro- 
coniugazione epatica in seguito al trattamento 
con cortisone e con acido orotico non si 
presta ad una interpretazione semplice ed 
univoca. 

Nei topi iniettati col virus e trattati con 
cortisone abbiamo costantemente osservato, in 
acordo con De Ritis e Coll., una netta ridu- 
tione dei processi flogistici e di necrosi epatica. 


O Virus + cortisone; A Virus 


+ orotato. 


A nostro avviso la protezione esercitata dal 
cortisone sulla glicuroconiugazione epatica sa- 
rebbe conseguenza di due diversi meccanismi: 
da un lato la riduzione del danno epatocellu- 
lare e dall’altro un’azione specifica i stimolo 
sull’attivita enzimatica di coniugazione della 
bilirubina. 

Non potremmo altrimenti spiegare come, 
negli animali con epatite virale trattati con 


Gruppi di animali — 
| 
Durata dell’esperimento (gg.) | 
Attivita di coniugazione della bilirubina (*) ..... 8,4 | 


Differenza rispetto ai topi trattati con solo virus . . _ 


Inoculati Inoculati con Inoculati con 

con solo virus | Virus + cortisone virus + orotato 
24 21 21 

3 5 3 5 
5,8 3,8 9,7 10,3 10,9 | 8,0 
3,9 6,4 4,2 
_ — 1,58 2,4 3,68 §,0 
<0,2 | <0,05 0,02 < 0,01 


(*) Espressa in microgrammi per 100 mg di tessuto fresco. 
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cortisone, i valori di coniugazione siano su- 
periori a quelli riscontrati nel gruppo dei 
controlli normali. 

A sostegno di questa ipotesi stanno anche 
le osservazioni sulla epatite dell’uomo trattata 
pure con corticoidi, che dimostrano come 
spesso la regressione dell’ittero preceda a 
volte la riduzione dell’edema, della flogosi 
e quindi della colostasi interapatica. 

Un cenno a parte meritano anche le nostre 
osservazioni sull’azione dell’acido orotico; 
questa sostanza che, come si é detto, ha gia 
trovato impiego nella terapia di alcune epa- 
topatie croniche e di stati di carenza proteica 
umana e sperimentale, svolge la sua azione 
terapeutica accelerando il turnover dell’acido 
tibonucleico e delle proteine cellulari e in- 
fluenza quindi indirettamente i] patrimonio 
enzimatico dei mitocondri (9). 

D’altra parte é ormai ben comprovato I’in- 
tervento dell’acido orotico nella sintesi dei 
composti uridilici, alcuni dei quali (UDPG 
¢ UDPGA) essenziali per la sintesi epatica di 
bilirubina-glicuronidi. 


Fig. 6. 


Per quanto i nostri risultati non ci con- 
sentano di affermarlo in maniera sicura, ci 
pare molto probabile che l’azione dell’acido 
orotico sui processi di coniugazione della 
bilirubina alterati nell’epatite virale, si esplichi 
attraverso sia l’uno.che l’altro di questi mec- 
canismi. 

Reputiamo quindi lecito prospettare la 
possibilita di impiego terapeutico di questa 
sostanza in quelle epatopatie acute e croniche 
nelle quali esiste un deficit della funzione 
epatica di glicuroconiugazione con aumento 
nel plasma della quota rappresentata da bili- 
rubina non coniugata. 

I nostri dati confermano inoltre |’oppor- 
tunita di utilizzare i cortisonoidi nella terapia 
delle epatopatie, non solo allo scopo di modi- 
ficare favorevolmente I’andamento delle flo- 
gosi e delle necrosi cellulari, ma anche di 
attivare i processi'di coniugazione della bili- 
rubina, e questo in modo particolare in quei 
casi, fortunatamente rari, di epatite infettiva 
neonatale, nei quali pud aversi con facilita 
l’evoluzione verso una forma di ittero nucleare. 
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RIASSUNTO 


Gli Autori hanno studiato l’effetto terapeutico del 
cortisone e dell’orotato di K nell’epatite virale del 
topo. Il cortisone modifica favorevolmente il quadro 
istologico della malattia e l’attivita di coniugazione 
epatica della bilirubina; reperti fondamentalmente 
analoghi, anche se non corrispondenti, si hanno nei 
topi trattati con orotato di K. Vengono brevemente 
discussi i risultati ottenuti. 


RESUME 


Modifications entrainées par la cortisone et par I’ acide oroti- 
que sur le tableau histologique et sur les processus de conju- 
gaison de la bilirubine dans Vhépatite virale de la souris. 
Les auteurs ont étudié l’effet thérapeutique de la 

cortisone et de l’orotate de K dans l’hépatite virale 

de la souris. La cortisone modifie favorablement le 
tableau histologique de la maladie. et l’activité de 
conjugaison de la bilirubine; on obtient des données 
fondamentalement analogues, si non correspondan- 
tes, chez les souris traitées par l’orotate de K. Les 
résultats obtenus font l’objet de brefs commentaires. 


SUMMARY 


Modifications induced by cortisone and orotic acid on the 


histological picture and the conjugation processes of 


bilirubin during virus hepatitis in the mouse. 


The therapeutic effect of cortisone and K orotate 
in virus hepatitis has been studied in the mouse. 
Cortisone can favourably modify the histological 
picture of the disease and the liver activity of bili- 
rubin conjugation; substantially similar, although not 
identical, findings are obtained in mice treated with 
K orotate. The results are briefly discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Anderungen des histologischen Bildes und der Bilirubin- 
-Konjugationsprozesse bei der Virus-Hepatitis der 
Maus durch Cortison und Orotsdure. 

Die Verfasser haben die therapeutische Wirkung 
von Cortison und orotsauerem Kalium bei der Virus- 


-Hepatitis der Maus studiert. Das Cortison andert 
in giinstiger Weise das histologische Bild der 
Krankheit, sowie die Aktivitat der Bilirubin-Leber- 
konjugation; grundsatzlich ahnliche auch wenn nicht 
ganz tibereinstimmende Befunde kénnen bei mit 
orotsauerem Kalium behandelten Mausen erhoben 
werden. Die erhaltenen Resultate werden kurz 
besprochen. 


RESUMEN 


Modificaciones determinadas por la cortisona y el dcido 
ordtico sobre el cuadro histoldégico y los procesos de 
conjugacion de la bilirrubina en la hepatitis viral del 
raton. 


Los Autores han estudiado el efecto terapéutico 
de la cortisona y del orotato de K en la hepatitis viral 
del ratén. La cortisona modifica favorablemente el 
cuadro histolégico de la enfermedad y la actividad 
de conjugacién hepatica de la bilirrubina; hallazgos 
fundamentalmente andlogos, aunque no correspon- 
dientes, se tienen en ratones tratados con orotato de K, 
Se discuten brevemente los resultados conseguidos. 
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L’acido orotico in ematologia 


G. PASQUARIELLO 


Scopo di questo lavoro é di prendere in 
esame le possibilita di intervento dell’acido 
orotico nella biochimica dell’eritropoiesi e 
limportanza che, sul terreno applicativo, esso 
pud assumere alla luce degli attuali orienta- 
menti patogenetici e terapeutici delle anemie, 
come anche recentemente hanno segnalato 
Villa e Bussi (1). 

Lacido orotico, sulle cui attivita biologiche 
sono state condotte negli ultimi anni numerose 
ticerche (2-8), occupa una posizione centrale 
nelle fasi precoci del metabolismo degli acidi 
nucleici, in quanto rappresenta un « intermedio 
biosintetizzabile implicato, con un destino 
prevalentemente anabolico, nel processo di 
biogenesi del nucleotide (9). 

Le vie di conversione che dall’acido orotico 
conducono alla sintesi dei nucleotidi piri- 
midinici, esposte nei particolari da Carter tro), 
sono riassunte graficamente nello schema I. 
Oltre che una delle normali tappe metabo- 
liche che conducono alla sintesi nucleotidica, 
lacido orotico rappresenta un <diretto» 
precursore dei nucleotidi pirimidinici. Esso é 
infatti la sola struttura ciclica che, introdotta 
nell’organismo, si ritrova incorporata in 
questi composti a livello epatico (11, 12, 13, 
14), mentre la timina, l’uracile e la citosina 
non vengono incorporati in condizioni nor- 
mali (15, 16, 17, 18). Come composto inter- 
medio nella catena di reazioni che portano 
alla formazione dei nucleotidi pirimidinici, 
assume particolare rilievo se si considera che 
la sintesi di questi composti parte da pre- 
cursori molto semplici, piuttosto che diret- 
tamente dalle basi Firimidiniche (e puriniche) 
Precostituite (2, 3, 19, 20); infatti per i nu- 
cleotidi pirimidinici la derivazione attraverso 


l orotidin-5-fosfato rappresenta tuttora la via 
pid sicura in vivo (21, 22, 23, 24), per quanto 
venga Oggi prospettata anche una sintesi delle 
basi pirimidiniche e dei rispettivi nucleotidi, 
che segue vie differenti da questa derivazione. 

Tale posizione metabolica dell’orotidin-s- 
-fosfato presenta inoltre interesse per la fun- 
zione enzimatica svolta dai nucleotidi piri- 
midinici che da esso derivano: tale funzione, 
dimostrata da tempo per i composti uridilici 
nel metabolismo dei carboidrati, é stata oggi 
comprovata anche per quelli citidilici, speci- 
ficamente nel metabolismo dei fosfolipidi 
(25, 26, 27). 

Riguardando pit particolarmente il meta- 
bolismo pirimidinico nelle cellule normali del 
sangue, é da notare che recentemente Smith 
e Baker (46) hanno trovato nei leucociti tre 
enzimi che contribuiscono alla formazione 
dell’acido orotico: |’aspartato-carbamiltran- 
sferasi, la diidro-orotasi e la deidrogenasi 
diidro-orotica; i primi due enzimi sono pre- 
senti anche negli eritrociti. 


I) L’ActIDO OROTICO IN EMATOLOGIA: RICERCHE 
DI FISIOPATOLOGIA SPERIMENTALE E RISULTATI 
CLINICI. 


Il primo riferimento agli effetti ematologici 
dell’acido orotico risale al 1946, quando 
Kozima e Coll. (28) segnalarono un aumento 
dei reticolociti in ratti albini trattati con acido 
orotico, reperto confermato da Makino e 
Coll. (29) nel ratto e nel topino e da Torigoe 
e Kinoshita (30), i quali hanno constatato una 
crisi reticolocitaria in cinque conigli dopo 6-8 
giorni di trattamento con acido orotico e 
metionina per via sottocutanea. 
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ScHEMA I 


DERIVAZIONE DEI NUCLEOTIDI PIRIMIDINICI DELL’ACIDO OROTICO 
E LORO COMPARTECIPAZIONE ALLA SINTESI DEGLI ACIDI NUCLEICI 


Intermediati del metabolismo 
glicidico e protidico 


ac. aspartico 
ac. ureidosuccinico 


ac.diidro-orotico 


ACIDO OROTICO 


Orotidina-5-fosfato 


UMP 


- ---—»TDP 


UTP@--- -pTT 


deossi-CDP deossi-CTP 
UDP @ ©) TTP © 


V 
RNA DNA 


In questo schema vengono usate le seguenti abbreviazioni: CMP, CDP, CTP: citidima 
mono-, di-, trifosfato; UMP, UDP, UTP: uridina mono-, di-, trifosfato; TMP, TDP, TTP: timidin 
mono-, di-, trifosfato; ADP: adenosina-difosfato; GDP, GTP: duanosina di- e trifosfato; RNA: acido 
ribonucleico; DNA: acido desossiribonucleico. 
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Nell’Istituto di Clinica Medica dell’Uni- 
versita di Milano, da Carrara, Bussi e Coll. 
(31, 32, 33, 34, 35, 36) & stato osservato: 


a) su cellule megaloblastiche di embrioni di 
pollo: 1) Vacido orotico non ne modifica 
significativamente la morfologia, le dimensioni 
¢ il ritmo maturativo (31); 2) l’acido tio-oro- 
tico (antimetabolita, per azione competitiva, 
dell’acido orotico) esplica azione lesiva sui 
processi cariocinetici (inibendo soprattutto la 
prima fase della mitosi), sull’attivita maturativa 
cellulare e sulla morfologia del nucleo (32): 
questa azione rappresenta — attraverso il mec- 
canismo dell’inibizione — una controprova 
dell’interferenza dell’acido orotico sulla sin- 
tesi dell’ADN e dell’ARN; 3) I’associazione 
di acido orotico all’acido tio-orotico, nel 
rapporto 3:1 riduce gli effetti dannosi espli- 
cati da quest’ultimo sulla ‘moltiplicazione e 
maturazione cellulare, fino neutralizzarli 
quasi completamente; 


b) su midolli emopoietici umani coltivati 
«in vitro»: 1) Tacido orotico non modifica 
l'attivita proliferativa e la morfologia degli 
stipiti cellulari prelevati da individui normali 
o da soggetti leucemici; 2) l’aggiunta di acido 
orotico al midollo di anemici perniciosi ha 
determinato solo in uno, su tre casi, lieve 
diminuzione percentuale dei megaloblasti; 


sul midollo macroblastico (con componente 
megaloblastica) di due soggetti con epato- 
patia cronica cirrogena, si sono verificate 
scomparsa della megaloblastosi e normaliz- 
zazione morfologica cellulare entro 24 ore 
di incubazione (33) dopo aggiunta di acido 
orotico. 

Un quadro anemico pud a volte accom- 
pagnare le anomalie dello sviluppo ponderale 
di ratti resi carenti in acido orotico mediante 
alimentazione con diete di caseina purificata 
(18). Tale reperto ematico potrebbe essere 
secondario alle alterazioni viscerali; non é 
tuttavia da sottovalutare l’importanza che 
detto fattore carenziale pud assumere nell’in- 
staurarsi delle anemie megaloblastiche sperimen- 
tali. E da ritenere infatti, con Villa e Bussi (1), 
che tra le ipotesi formulabili per spiegare il 
rinnovarsi degli insuccessi, nei tentativi di 
riprodurre tali anemie sperimentali, si debba 
anche prospettare quella di non aver resi ca- 
renti alcuni fattori di ordine nutrizionale, 
oltre la vitamina B,, e l’acido folico, essen- 
ziali per una normale eritropoiesi. 


L’impiego dell’acido orotico nella terapia 
di anemie megaloblastiche (cfr. tabella I) ha 
dato risultati in linea di massima positivi nelle 
forme non comprese nel gruppo delle perni- 
ciose essenziali, nelle quali gli effetti sono costi- 


TaABELLA I - Anemie megaloblastiche trattate con acido orotico nelle casistiche dei vari Autori 


N 
Forma clinica 


a 
> 


anemia perniciosa 


I 
‘ 
b) anemia megaloblastica in epatiti croniche cir- 
c) anemia megaloblastica gravidica ............. I 
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tuiti o da insuccesso o da successi parziali o 
da remissioni complete. 


Cosi, in 5 dei 9 soggetti affetti da anemia megalo- 
blastica e sottoposti a terapia con dosi elevate di 
acido orotico (3-6 g pro die) da Rundles e Brewer 
(37, 38) i risultati terapeutici sono stati buoni, mani- 
festandosi la reticolocitosi dopo 7-14 giorni di terapia, 
seguita da un graduale miglioramento ematologico 
e clinico; nei rimanenti 4 casi i risultati sono stati 
meno soddisfacenti, ed in 2 di essi, risolti poi con 
vitamina By, pressoché nulli. E da notare che in 
alcuni di questi pazienti la somministrazione di 
ADN, di citidina e di istidina non aveva sortito 
alcun effetto sul quadro ematologico; cid in con- 
trasto con quanto osservato da Vilter e Coll. (39), 
i quali avevano ottenuto,-con alte dosi di timina o di 
uracile, una discreta ripresa ematologica in casi di 
anemia megaloblastica. Nella discussione Rundles 
e Brewer concludono che i favorevoli effetti otte- 
nibili con acido orotico nelle anemie megalobla- 
stiche confermano attendibilmente l’idea che l’azione 
terapeutica della vitamina By, in queste forme mor- 
bose sia, tra l’altro, rivolta a facilitare la biosintesi 
delle pirimidine o/e la loro incorporazione nella 
molecola degli acidi nucleici. 

Anche nella casistica di Bussi e Coll. (34), mentre 
nessun effetto é stato registrato, a seguito di terapia 
con orotato di potassio, alla dose di 4 g pro die, in 
un caso di anemia perniciosa essenziale, un netto 
miglioramento é stato osservato in due casi di anemia 
megaloblastica insorta nel corso di epatite cronica; 
in uno di questi i risultati di una terapia con estratti 
epatici, vitamina By, e folico erano stati poco soddi- 
staceeni ed una recidiva, occorsa un mese dopo aver 
sospeso la somministrazione di acido orotico, veniva 
nuovamente risolta avendo ripreso tale terapia. E da 
sottolineare che l’insorgenza di queste anemie stretta- 
mente correlate ad una epatite cirrogena viene oggi 
spiegata, pitti che con Tinstaurarsi di 
gastrica, con un aumentato fabbisogno di vita- 
mina By9, dipendente dalle difficili condizioni meta- 
boliche dell’epatocita, e che questo elemento pato- 
genetico pud risultare di particolare interesse quando 
venga correlato con le interazioni tra acido orotico 
e vitamina Byy in processi metabolici ed enzimatici 
a livello epatico (v. avanti). 

Del Regno (40) ha riferito i risultati conseguiti con 
terapia protratta per 10 giorni alla dose di 4 g pro 
die di acido orotico, in due giovani donne affette 
da anemia megaloblastica, e conclude che I’acido 
orotico, pur non potendo costituire da solo un trat- 
tamento efficace nell’anemia perniciosa, possa essere 
vantaggiosamente associato alla vitamina By, in con- 
siderazione dell’importanza che le strutture pirimidini- 
che rivestono nella sintesi degli acidi nucleici, com- 
promessa, come é noto, in tale forma morbosa. 

Tronconi e Moreo (41) riportano un caso di ane- 
mia megaloblastica manifestatasi al 6° mese di gra- 
vidanza e nella quale la terapia con solo acido orotico 
(0,4-0,8 g e. m. pro die), protratta per circa 40 
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giorni, ha indotto un aumento dei valori di Hb e dei 
globuli rossi da un 1.400.000 a 2.850.000; la suc. 
cessiva associazione di acido folico, somministrato 
peraltro a basse dosi (§ mg pro die), ha determinato 
un aumento delle — eritrocitarie, riportando 
alla norma anche il quadro midollare. Gli AA. ne 
traggono V’ipotesi che l’acido orotico, oltre alla fun- 
zione di rifornimento delle strutture pirimidiniche, 
possa esplicare anche una vera e ropria azione si- 
nergica e potenziatrice nei confronti del sistema 
folico-folinico. E in base a tale azione ci si pud 
render conto degli effetti terapeutici che la sola som- 
ministrazione di acido orotico riesce a sortire in 
forme di anemie nelle quali, come nell’anemia gra- 
vidica, l’errore metabolico essenziale é riportabile ad 
una deficienza del sistema folico-folinico (87) (« diseri- 
tropoiesi della 1* fase » - Di Guglielmo, 43). 

Scoggin e Coll. (44, 45) hanno recentemente 
segnalato un caso di anemia megaloblastica in un 
bambino, riportata ad un alterato metabolismo del- 
lacido orotico: un’abbondante eliminazione urinaria 
di cristalli di acido orotico, identificati con esame 
spettrografico e cromatografico, svelava infatti un 
difetto di trasformazione di questa sostanza in acido 
uridilico e acido citidilico. La terapia effettuata prima 
di tale reperto con vitamina Bypg, acido folico, ferro 
e piridossina era risultata inefficace; la somministra- 
zione di uracile, instaurata dopo il reperto urinario, 
determinava solo una modica reticolocitosi ¢ final- 
mente un trattamento con acido uridinico e acido 
citidilico riusciva a provocare una marcata crisi reti- 
colocitaria, nonché A scomparsa della megaloblastosi 
midollare; la sospensione ella somministrazione di 

uesti nucleotidi induceva tuttavia una rapida ripresa 
della malattia, seguita da morte per il sopraggiungere 
di una varicella. 


II) CORRELAZIONI DELL’ACIDO OROTICO CON I 
FATTORI ERITROPOIETICI NELLA GENESI DEGLI 
ACIDI NUCLEICI. 


Le interferenze dell’acido orotico nella 
biochimica dell’eritropoiesi rappresentano un 
particolare det problema pit generale 
relativo ai rapporti tra fattori normoeritro- 
poietici, metabolismo degli acidi nucleici e 
sintesi delle strutture proteiche. 


Per le possibili correlazioni tra acido oro- 
tico, vitamina B,, e sistema folico-folinico, 
anche in assenza di uno schema ben definito 
delle sequenze biochimiche dell’eritropoiesi, 
pud essere opportuno riportarsi, come punto 
di partenza, ai seguenti concetti: a) l’equili- 
brata produzione cellulare ad opera del midollo 
é legata ad un sistema biochimico altamente 
differenziato, che si riassume nel rapporto 


acido ribonucleico : acido desossiribonucleico; 
b) YARN, preposto alla sintesi delle proteine 
altamente specifiche e responsabile della ba- 
sofilia citoplasmatica e nucleolare, va ridu- 
cendosi, con il procedere delle fasi evolutive 
normocritroblastiche, parallelamente all’au- 
mento della concentrazione proteica del cito- 
plasma; l'ADN, abbon- 
dante negli elementi midollari, aumenta, con 
comportamento inverso a quello dell’ARN, 
parallelamente al moltiplicarsi delle cellule; 
d) negli elementi megaloblastici rilevabile 
un alterato rapporto ARN:ADN, per il per- 
sistere, anche nelle fasi evolutive pit avanzate, 
di alte concentrazioni di ARN (47, 48). 

Le attivita svolte dalla vitamina B,, e dagli 
acidi pteroilglutamici in questo sistema bio- 
chimico — pur non risultando tra loro in- 
tercambiabili — convergono nel regolare 
reazioni metaboliche che interessano i gruppi 
monocarboniosi, la vitamina B,, intervenendo 
soprattutto nella loro sintesi e l’acido folinico 
regolando, con un trasporto coenzimatico, 
gli spostamenti delle unita carboniose. 

D’altra parte non é ancora dato individuare 
quale delle attivita svolte dalla vitamina B,, 
possa considerarsi meccanismo fondamentale 
e condizionante, come comune denominatore, 
le altre attivita metaboliche (49). Tuttavia, per 
quanto concerne il suo intervento nella sin- 
tesi degli acidi nucleici, mentre in una conce- 
zione iniziale [seguita per la rappresentazione 
schematica della normoeritropoiesi da Vilter 
e Coll. (39) e da Introzzi (50)] esso si riteneva 
diretto a catalizzare la formazione dei nucleo- 
sidi mediante l’unione delle basi pirimidiniche 
con un pentoso, secondo un pii recente 
modello della sintesi dei mononucleotidi, 
prospettato da Greenberg (51) ¢ da Buchanan 
(52), tale intervento deve invece essere con- 
siderato diversamente. 

Questi AA. hanno chiarito che la sintesi 
delle basi puriniche degli acidi nucleici si attua, 
almeno per quanto riguarda la formazione 
ex novo di questi elementi, attraverso un 
procedimento di costruzione della purina 
stessa sull’estere fosforico del riboso, per cui 
si ha la formazione di nucleotidi prima che 
si abbia la chiusura completa dell’anello puri- 


nico. Di recente, altri Autori(s3) hanno 
prospettato analogo meccanismo per la sintesi 
delle pirimidine; questo meccanismo ra 
presenterebbe quindi una via diversa da oils 
nota attraverso l’acido orotico e |’ orotidina-s- 
-fosfato. Mentre per tale serie di reazioni — 
e pitt particolarmente per quelle relative alla 
purina — si é dimostrato indispensabile il 
sistema folico-folinico, non altrettanto ne- 
cessario é risultato l’intervento della vita- 
mina B,,. Pertanto il ruolo di questa vita- 
mina nella sintesi degli acidi nucleici pud in- 
terpretarsi come diretto sia ad operare la 
trasformazione dell’acido folico nella forma 
coenzimatica attiva, sia a svolgere un’atti- 
vita ossidativa sulle unita monocarboniose 
(fase ossidoriduttiva preparatoria) renden- 
dole utilizzabili dal sistema folico-folinico 
per la sintesi dei nucleotidi (fase di incor- 
porazione). 

Nella genesi degli acidi nucleici le possibili 
correlazioni tra metabolismo dell’acido orotico 
e dell’orotidina da una parte ed attivita della 
vitamina By, e degli acidi pteroilglutamici 
dall’altra, devono essere prospettate in diverso 
modo, a seconda che si segua lo schema di 
Vilter o quello previsto da Greenberg e 
Buchanan. 

Nella prima ipotesi (v. schema Il) l’acido 
orotico si inserisce nelle sequenze metaboliche 
che portano alla sintesi degli acidi nucleici, 
attraverso la successiva formazione di anelli 
pirimidinici, di nucleosidi e di nucleotidi, fun- 
gendo da substrato delle basi pirimidiniche 
e dei nucleotidi pirimidinici, attraverso il 
passaggio in orotidina-s-fosfato. In questo 
caso la vitamina By, potrebbe favorire la 
trasformazione dell’acido orotico in orotidina, 
mentre il sistema folico-folinico interverrebbe 
nella neoformazione di basi pirimidiniche 
dall’acido orotico, e, pitt verosimilmente, 
nell’interconversione dell’orotidina in altri 
nucleotidi (acido timidinico). 

Una tale impostazione (che peraltro é 
aderente, per quanto concerne la vitamina By, 
all’azione da essa svolta sui sistemi microbio- 
logici) si pud ritenere ancora valida, in quanto 
l’inserimento dell’acido orotico nella molecola 
nucleotidica a livello epatico é un dato di fatto 
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ScHEMA II 


ACIDO OROTICO E NUCLEOTIDI PIRIMIDINICI: 
POSSIBILI CORRELAZIONI CON I FATTORI 
EMOPOIETICI SPECIFICI 


Intermediati metabdolici Pool ai Cc, 
(ac. aspartico) 

aC. POLICO 
ACIDO OROTICO 

VIT. 


v 


OROTIDIN -5-rosraro| 
= a 


Nucleosidi e nucleotidi RNucleosiai e nucleotidi 
pirimidinioi non metileti Pirimidinici metilati 


DNA 


accertato, anche se il passaggio attraverso 
strutture a catena pirimidinica chiusa per 
giungere agli acidi nucleici non rappresenta 
la via metabolica meglio dimostrata. 

Seguendo con Greenberg e Buchanan lo 
schema dei precursori nucleotidici a catena 
aperta (sui quali gli acidi pteroilglutamici 
operano, mediante formilazioni, la chiusura 
degli anelli pirimidinici ed imidazolici) 
difficile puntualizzarvi l’eventuale inserimento 
dell’acido orotico ed i suoi possibili adden- 
tellati coi punti di attacco previsti per i fat- 
tori eritropoietici. In questo caso si pud essere 
quindi portati a valutare quei meccanismi che 
implicano una partecipazione metabolica del- 
l’acido orotico, quale precursore dei coenzimi 
uridilici e citidilici, ovvero che gli consentano 
di esercitare influenza positiva sul ricambio 
azotato del fegato e un’opera di risparmio 
e/o di potenziamento del sistema deg acidi 
pteroilglutamici. 


III) CORRELAZIONI METABOLICHE ED ENZIMATI- 
CHE TRA ACIDO OROTICO E FATTORI ERI- 
TROPOIETICI SPECIFICI. 


I rapporti metabolici ed enzimatici dell’acido 
orotico con i principi normoeritropoietici 
vanno intesi sotto due aspetti: sia nel senso 


26 


di un intervento diretto nel ricambio degli 
acidi pteroilglutamici, sia nel senso di una 
normalizzazione, a livello epatico, di attivita 
enzimatiche compromesse dalla carenza in 
vitamina 

Per il primo di tali aspetti é interessante lo 
studio sulle modificazioni quantitative in- 
dotte dall’acido orotico sull’eliminazione uri- 
naria degli acidi pteroilglutamici, condotto 
da Villa e Bussi (1). Dopo carico parenterale 
di acido folico questi AA. hanno constatato 
che l’incremento dell’eliminazione dell’acido 
folinico ad opera dell’orotato di potassio & 
veramente notevole, nel soggetto normale ed 
ancor pit nell’anemico pernicioso, raggiun- 
gendo aumenti del 40-197 % dei valori basali; 
lorotato, e cosi la timina, sono molto pid 
attivi dell’uracile nel favorire la trasformazione 
dell’acido folico in acido folinico, mentre di 
non costante rilievo e comunque modesto é 
l’'incremento determinato da queste sostanze 
nell’eliminazione urinaria dell’acido folico. 

Gli AA., in via del tutto preliminare, pro- 
spettano due ipotesi esplicative di questi re- 
perti: che la somministrazione di pirimidine, 
cioé, possa tradursi in un’azione di risparmio 
del sistema folico-folinico, deputato — come 
abbiamo visto piii sopra — alla chiusura 
dell’anello pirimidinico nella sintesi dei nu- 
cleotidi; ovvero che detta somministrazione 
operi una diretta azione di potenziamento 
degli acidi pteroilglutamici. E noto d’altronde 
che negli anemici perniciosi |’eliminazione di 
acido folinico in seguito a somministrazione di 
acido folico é ridotta; il che pud spiegarsi con 
un’aumentata avidita tissulare di questi fat- 
tori (54), oltre che con la diminuita conversione 
dell’acido folico nella sua forma attiva. 


A proposito dell’influenza dell’acido orotico 
su Fi attivita enzimatiche compromesse 
dalla carenza in vitamina Bj, le ricerche, 
compiute in buona parte dalla Scuola biochi- 
mica di Bologna, sono state sintetizzate nella 
Relazione di Viviani e Marchetti (55-64). 


E stato documentato che l’acido orotico svolge nel 
ratto azione normalizzatrice su talune attivita enzi- 
matiche del fegato alterate da diete carenti in vita- 
mina By4g, e che tale azione si esplica in diversi settori 
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metabolici: 1) nelle reazioni di transmetilazione: sulla 
betain-omocistein-transmetilasi, diminuita in carenza 
di vitamina Byg; sulla colino-ossidasi, aumentata in 
uesta condizione sperimentale (questo intervento 
Tellacido orotico nel metabolismo della colina 
é stato riportato al suo ruolo di precursore dei 
coenzimi citidilici); 2) nel metabolismo glicidico: 
sulla glucoso-6-fosfatasi, diminuita in carenza di 
vitamina By; 3) nel ricambio azotato: sulla xantino- 
-ossidasi, diminuita in carenza di vitamina By, forse 
per ridotta utilizzazione degli aminoacidi nella sintesi 
dell’apoenzima; 4) nei processi di ossido-riduzione: 
sulla citocromo-ossidasi, diminuita anch’essa in 
carenza di vitamina Byp. 

Si presume inoltre, indirettamente, che l’acido 
orotico sia in grado di facilitare, come la vitamina By», 
lutilizzazione dei glucidi, dal momento che norma- 
lizza il contenuto in coenzima A, aumentato nella 
carenza in tale vitamina (questa azione dell’acido 
orotico é stata riferita al suo ruolo di precursore 
dei coenzimi uridilici); altre ricerche confermano 
del resto l’esistenza di rapporti fra acido orotico 
e metabolismo glicidico (galattoso) e la sua influenza 
su talune attivita enzimatiche del fegato in patticolari 
condizioni nutrizionali (65-69). 


IV) CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE EPROSPETTIVE 
TERAPEUTICHE GENERALI. 


I meccanismi d’intervento dell’acido orotico 
nella biochimica dell’eritropoiesi possono, 
in base a quanto é stato sinora esposto e sia 
pure in linea del tutto provvisoria, essere 
prospettati come abbiamo cercato di rappre- 
sentare nello schema III. 

Ciascuno di essi pud essere cosi puntualiz- 
zato: 


1) funzione di precursore dei composti nu- 
cleotidici: intesa sia nel senso di apporto di 
strutture pirimidiniche precostituite, atte a 
fornire substrati necessari alla sintesi degli 
acidi nucleici (oltre che dei coenzimi citi- 
dilici ed uridilici) ; 

2) azione su alcune attivita metaboliche del- 
Pepatocita: intesa come miglioramento del 


ScHEMA III 


MECCANISMI D’AZIONE PROSPETTABILI PER L’INTERVENTO DELL’ACIDO-OROTICO NELLA ERITROPOIESI 


(schema preliminare) 


funzione di rifornimento 
e di risparmio delle 
STRUTTURE PIRIMI DINICHE 


apporto di 
COENZIMI CITIDI- 
LICI ED URIDILICI 


(1) 


intervento in talune 
ATTIVITA' METABOLICHE 
DELL'EPATOCITA 


concorre alla sintesi 
degli 
ACIDI NUCLEICI 


azione di risparmio (e/o di 
potenziamento) del sistema 
degli ACIDI PTEROILGLUTAMICI 


+ 


(1) La possibilita di questa correlazione viene comprovata dal ripristino da parte dell’acido orotico di 
talune attivita enzimatiche compromesse dal deficit di vitamina By». 
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patrimonio proteico, ripristino di taluni si- 
stemi enzimatici compromessi da situazioni 
carenziali, e svolgentesi verosimilmente attra- 
verso processi di natura in prevalenza coen- 
zimatica; 


3) azione di risparmio e/o di potenziamento 
degli acidi pteroilglutamici: la somministrazione 
di acido orotico, a struttura ciclica, permette 
una maggiore disponibilita del sistema folico- 
-folinico, interessato, com’é noto, nella forma- 
zione di alcuni composti pirimidinici essen- 
ziali, a partenza da precursori a catena aperta. 


Questi aspetti biochimici del problema, 
considerati accanto alle osservazioni com- 
piute in ricerche sperimentali e cliniche, con- 
sentono di accennare ad alcune considerazioni 
di ordine pratico, relative alle possibilita 
d’impiego dell’acido orotico in campo ema- 
tologico. 

Questa prospettiva, ispirandosi al ricono- 
scimento di diversi deficit quantitativi — e 
tra questi di una possibile carenza di substrati 
pirimidinici — tra i vari momenti patogene- 
tici delle anemie normocitiche e macrocitiche, 
pud riferirsi sia ad alcune forme meno para- 
digmatiche di anemia megaloblastica, delle 
quali alcune sono poco od affatto sensibili 
alla vitamina By, sia alle stesse forme che 
traggono vantaggio dalle specifiche terapie 
antianemiche. 

Nel primo gruppo, a fianco alle anemie B,5- 
-resistenti (anemie gravidico-puerperali (71-75], 
anemie da farmaci anticonvulsivanti [76-79], 
anemie macrocitiche dell’infanzia ed altre 
forme pit rare nei nostri climi), vanno incluse 
le anemie macrocitiche (34, 82, 83) e quelle 
normocitiche (83) insorgenti nel corso di 
epatopatie croniche: in tutte queste forme 
morbose é difficile definire in precisi termini 
carenziali la situazione patogenetica, ma si 
puo spesso ravvisarvi anche un momento di 
natura nutrizionale, costituito dalla carenza 
di substrati, che si instaura con diverse mo- 
dalita: mancato apporto o diminuita utilizza- 
zione di sostanze proteiche, insufficiente ade- 
guamento dietetico a particolari situazioni 
organiche, compromessa sintesi endogena o 
alterata metabolizzazione di strutture fonda- 
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mentali, = quelle destinate alla sintesi degli 
acidi nucleici. 

Che il deficit di substrati possa assumere un 
valore anche determinante nella genesi di 
queste anemie vien poi confortato dalle se- 
guenti considerazioni: in alcuni casi, come 
in quello delle anemie da anticonvulsivanti 
(idantoinici, primidone) si & supposto — 
in linea ipotetica — che l’agente anemiz- 
zante Si sostituisce, con azione competitiva 
da analogia strutturale, ad alcune strutture 
pirimidiniche (84, 85), ad es. in quella conte- 
nuta nello stesso acido folico; parte 
delle anemie resistenti alla vitamina B,, 
vengorio risolte (come quelle gravidiche e¢ 
da anticonvulsivanti) dall’acido folico, la 
cui forma attiva opera nelle prime fasi della 
sintesi degli acidi nucleici; in anemie mega- 
loblastiche insorte nel corso di epatopatie cirro- 
gene il quadro ematologico e midollare é 
stato risolto dalla somministrazione esclusiva 
di sostanze pirimidiniche (34, 39). 

Sempre nell’ambito di un possibile deficit 
di substrati da ricordare questo pud 
determinarsi proprio con l’uso protratto dei 
farmaci antianemici, e da cid la prospettiva 
di un utile apporto di questi substrati anche 
nel campo aie anemie che ben rispondono 
alla vitamina B,, e all’acido folico. Tale esau- 
rimento, infatti, potrebbe essere uno degli 
elementi responsabili dell’aggravamento delle 
alterazioni neurologiche che spesso si mani- 
festa in seguito a terapia con acido folico nelle 
anemie perniciose, e potrebbe inoltre renderci 
conto — insieme all’instaurarsi di una carenza 
relativa di Fe — del rallentamento e del- 
l’arresto che non di rado si verificano nel 
miglioramento ematologico determinato dalla 
vitamina B,, (86). E noto infatti come in alcuni 
casi sottoposti a tale terapia — dopo un rapido 
aumento dei globuli rossi — i valori ematici, 
non ancora normalizzati, rimangono immodifi- 
cati, rendendosi necessaria l’associazione di altro 
preparato antianemico (es. estratto epatico) 
e come anche in corso di terapia di manteni- 
mento con acido folico pud osservarsi un 
declino dei valori della crasi ematica. 

Del resto l’associazione dell’acido orotico 
alla vitamina By, anche nelle anemie rispon- 


denti a questa vitamina é gia stata preconiz- 
ta come vantaggiosa da pote AA. (1, 49). 

Concludendo, sembra lecito considerare l’op- 

rtunita di impiegare in campo ematologico 
‘acido orotico, quale «substrato» capace, 
specie in alcune circostanze, di integrare ra 
potenziandola ed accelerandola — l’opera dei 
pit specifici fattori antianemici, riuscendo a 
soddisfare, in associazione con questi, ad un 
maggior numero di esigenze fisiopatologiche 
e terapeutiche. 


RIASSUNTO 


Da contributi di fisiopatologia sperimentale e di 
casistica clinica si rileva che l’acido orotico determina 
effetti di ordine ematologico; particolarmente inte- 
ressanti quelli costituiti da un miglioramento della 
crasi sanguigna e del quadro midollare in alcuni casi 
di anemia megaloblastica. Cid depone per un 
intervento dell’acido orotico nella biochimica della 
eritropoiesi, ravvisabile in alcuni meccanismi di 
azione, fra cui: 1) l’apporto di strutture destinate 
alla costituzione degli acidi nucleici e dei coenzimi 
pirimidinici; 2) un’influenza, in parte di natura 
coenzimatica, su alcune attivita metaboliche della 
cellula epatica (miglioramento del turnover pro- 
teico e ripristino di attivita enzimatiche compromesse 
da condizioni carenziali); 3) un’azione di risparmio 
e/o di potenziamento del sistema folico-folinico. In 
base agli attuali orientamenti patogenetici e tera- 
peutici delle anemie, é possibile inserire conveniente- 
mente l’acido orotico tra i fattori atti ad integrare 
ed a potenziare l’attivita specificamente antianemica 
dei principi eritropoietici. 


RESUME 
L’acide orotique en hématologie. 

D’aprés les travaux de physiopathologie expéri- 
mentale, et la casuistique clinique, on note que 
l'acide orotique détermine des effets d’ordre héma- 
tologique, dont une amélioration de la crase sanguine 
et du tableau médullaire dans quelques cas d’anémie 
mégaloblastique, comptent parmi les plus intéressants. 
Ce fait t¢moigne en faveur du réle de l’acide orotique 
dans la biochimie de l’érythropoiése reconnaissable 
dans plusieurs mécanismes d’action, parmi lesquels: 
1) ’apport de bases destinées 4 la constitution des 
acides nucléiques et des coenzymes pyrimidiniques; 
2) une influence, en partie de nature coenzymatique, 
sur quelques-unes des activités métaboliques de la 
cellule hépatique (amélioration du «turnover» pro- 
téique et reprise des activités enzymatiques altérées 
par des états carentiels); 3) une action économisante 
et/ou corroborante du systéme folico-folinique. En 
se basant sur les orientations pathogénétiques et 


thérapeutiques actuelles des anémies, il est tout a 
fait possible de compter l’acide orotique au nom- 
bre des facteurs propres 4 compléter et a corroborer 
DPactivité spécifiquement antianémique des principes 
érythropoi¢tiques. 


SUMMARY 


Orotic acid in hematology. 


Different investigations in the fields of experi- 
mental physiopathology and of clinical trials show 
that orotic acid can produce hematological effects; 
improvement of the blood and bone marrow pictures 
in some cases of megaloblastic anemia is especially 
interesting. This observation is in favour of the 
hypothesis that orotic acid plays a role in the bio- 
chemistry of erythropoiesis, which could be corre- 
lated with some mechanisms of action, such as: 
1) the carrying of structures which can be utilized 
in the synthesis of nucleic acids and pyrimidine 
coenzymes; 2) an influence, partially of a coenzy- 
matic character, on some metabolical activities of 
the liver cell (improved protein turnover and restored 
coenzymatic activities previously damaged by de- 
ficiency conditions); 3) a sparing and/or enhancing 
action on the folic-folinic acid system. On the basis of 
the current views on the pathogenesis and treatment 
of anemias, orotic acid may be conveniently included 
among the compounds suitable to integrate and 
enhance the specific anti-anemic activity of the 
erythropoietic factors. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Die Orotsaure in der Hamatologie. 


Aus Beitrigen der experimentellen Physiopathologie 
und der klinischen Kasuistik kann der Schluss gezogen 
werden, dass die Orotsiure Wirkungen himatolo- 
gischen Charakters ausiibt; besonders interessant 
sind diejenigen, die in einer Besserung des Blutbildes 
und des Knochenmarksbefundes bei einigen Fallen 
megaloblastischer Anamie bestehen. Diese Umstande 
lassen eine Beteiligung der Orotsaiure bei der Ery- 
thropoiese erkennen, die in einigen Wirkungsmecha- 
nismen zu ersehen ist. Von diesen wollen wir folgende 
nennen: 1.) die Lieferung von Bausteinen der Nu- 
cleinsiuren und der pyrimidinischen Coenzyme; 
2.) eine Einwirkung, zum Teile enzymatischer Natur, 
iiber einige metabolische Tatigkeiten der Leberzelle 
(Besserung des Protein-Turnovers und Wiederher- 
stellung von durch Mangellagen beeintrachtigten 
enzymatischen Aktivitaten); 3.) eine Wirkung von 
Ersparnis und/oder von Verstarkung des folisch- 
folinischen Systems. Auf der Basis der derzeitigen 
pathogenetischen und therapeutischen Ansichten 
liber die Animien, ist es also méglich, die Orotsadure 
zweckmiassigst unter die Faktoren einzuordnen, 
welche imstande sind, die spezifisch antianamische 
Wirkung der blutbildenden Prinzipen zu erginzen 
und zu verstarken. 
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RESUMEN 
El dacido orético en hematologia. 


Por las contribuciones de fisiopatologia experimental 
y de casuistica clinica se observa que el acido orético 
determina efectos de orden hematoldgico; parti- 
cularmente interesantes los que estan constituidos 
por una mejoria de la crasis sanguinea y del cuadro 
medular en algunos casos de anemia megaloblastica. 
Esto atestigua en favor de una intervencién del 
acido ordtico en la bioquimica de la eritropoyesis que 
se apercibe en algunos mecanismos de accién, entre 
los cuales: 1) la aportacién de estructuras destinadas 
a la constitucién de los acidos nucleicos y de las 
coenzimas pirimidinicas; 2) una influencia, en parte 
de naturaleza coenzimatica, sobre algunas actividades 
metabdlicas de la célula hepatica (mejoria del tourn- 
over protéico y restablecimiento de actividades 
enzimicas alteradas por estados de carencia); 3) una 
accion de ahorro y/o de potenciacién del sistema 
folico-folinico. Sobre la base de las actuales orien- 
taciones patogenéticas y terapéuticas de las anemias, 
es posible incluir convenientemente el acido ordético 
entre los factores capaces de integrar y aumentar la 
actividad especificadamente antianémica de los 
principios eritropoyéticos. 
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